
23

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 3'2016  ТОм 15    vol. 15

Оригинальные статьи

влияние ЦикличеСких ГидрокСамовых киСлот 
на активноСтЬ Cа2+-атФаЗы СаркоПлаЗматичеСкоГо 

ретикУлУма и ФоСФодиэСтераЗы  
ЦикличеСкоГо ГУаноЗинмоноФоСФата

л. в. татьяненко, и. в. выстороп, о. в. доброхотова, и. Ю. Пихтелева, а. и. котельников
ФГБУ «Институт проблем химической физики» РАН; Россия, 142432, Московская область, Ногинский район,  

г. Черноголовка, пр-т академика Семенова,1

Контакты: Лилия Васильевна Татьяненко kotel@icp.ac.ru

Цель исследования – изучение действия циклических гидроксамовых кислот (ЦГК) I–VI на функцию ферментов Са2+-АТФа-
зы саркоплазматического ретикулума (Са2+-АТФазы СР) и фосфодиэстеразы (ФДЭ) циклического гуанозинмонофосфата 
(цГМФ).
Материалы и методы. Измерение активности Са2+-АТФазы и ФДЭ цГМФ.
Результаты. Показано, что ЦГК I–VI в исследованных концентрациях (0,1; 0,01 и 1 мкМ) разобщают гидролитическую 
и транспортную функции фермента Са2+-АТФазы СР, что предполагает антиметастатический эффект этих соединений. 
Так, в 0,1 мМ концентрации ЦГК тормозят активный транспорт Са2+ через мембрану саркоплазматического ретикулума 
(СР) на 40 ± 4 % (ЦГК-I), 50 ± 5 % (ЦГК-II), 53 ± 5 % (ЦГК-III), 70 ± 8 % (ЦГК-V), 75 ± 8 % (ЦГК-VI) и ингибируют 
гидролиз аденозинтрифосфата (АТФ) на 20 ± 2; 0; 0; 45 ± 5; 47 ± 3 % соответственно. ЦГК-III, ЦГК-V и ЦГК-VI ингиби-
руют активный транспорт Са2+ на 46 ± 5;  47 ± 5  и 60 ± 6 % и не ингибируют или ингибируют на 23 ± 2 и 27 ± 3 % гидролиз 
АТФ при 0,01 мМ концентрации. ЦГК-V обратимо и неконкурентно тормозит гидролитическую функцию Са2+-АТФазы СР 
с К

i
 = 0,4 мМ. Все исследованные ЦГК в 0,1 мМ концентрации тормозят активность ФДЭ цГМФ менее чем на 20 %.

Выводы. Полученные данные позволяют прогнозировать антиметастатическую активность соединений ЦГК-II, ЦГК-III, 
ЦГК-V, ЦГК-VI и рекомендовать их для углубленного изучения на животных в качестве перспективных лекарственных пре-
паратов антиметастатического действия.
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Objective. The aim of the study was to research effect of new cyclic hydroxamic acids (CHA) I–VI on activity of Ca2+-ATPase of sarco-
plasmic reticulum and cyclic guanosine monophosphodiesterase.
Materials and methods. Activity of Ca2+-ATPase of sarcoplasmic reticulum and cyclic guanosine monophosphodiesterase has been 
evaluated.
Results. It has been shown that at studied concentration (0.1 mM; 0.01 and 1 mM), CHA I–VI separate hydrolytic and transporting 
functions of Ca2+-ATPase of sarcoplasmic reticulum. Therefore, the antimetastatic effect of these compounds is assumed. Thus, at con-
centration of 0.1 mM, CHA inhibit active transport of calcium through the sarcoplasmic reticulum membrane by 40 ± 4 % (CHA-I), 50 
± 5 % (CHA-II), 53 ± 5 % (CHA-III), 70 ± 8 % (CHA-V) and 75 ± 8 % (CHA-VI) and inhibit hydrolysis of ATP by 20 ± 2 %, 0 %, 
0 %, 45 ± 5 % and 47 ± 3 % respectively. CHA-III, CHA-V and CHA-VI inhibit active transport of Са2+ by 46 ± 5 %, 47 ± 5 % and 
60 ± 6 %, and not inhibit or inhibit by 23 ± 2 % and 27 ± 3 % respectively, hydrolysis of ATP at concentration of 0.01 mM. CHA-V 
inhibits reversibly and non-competitively the hydrolytic function of Са2+-ATPase of sarcoplasmic reticulum with K

i
 = 4 × 10–5 M. All 

studied CHA inhibit activity of cyclic guanosine monophosphodiesterase at concentration of 0.1 mM, by less than 20 %.
Conclusion. The data obtained predicts the antimetastatic activity of compounds CHA-II, CHA-III, CHA-V, CHA-VI. We recommend 
to study of CHA-II, CHA-III, CHA-V, CHA-VI on animal models as promising antimetastatic drugs.
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Введение
Гидроксамовые кислоты (RCONHOH) обладают 

широким спектром биологической активности [1]. 
Они тормозят рост экспериментальных опухолей [2], 
ингибируют металлоферменты [3], гистондеацетила-
зу [4], вовлечены в различные процессы опухолевой 
трансформации клеток. Ранее нами было показано, что 
антиметастатическое действие ряда химических соеди-
нений связано с ингибированием транспортной функ-
ции фермента Са2+-АТФазы СР, т. е. с нарушением ба-
ланса внутри- и внеклеточного содержания ионов Са2+ 
[5–9], что приводит к уменьшению адгезии метастази-
рующих клеток к эндотелию капилляров [10].

Известно, что торможение фосфодиэстеразы 
(ФДЭ) циклического гуанозинмонофосфата (цГМФ) 
приводит к накоплению цГМФ, который является 
вторичным мессенжером, влияющим на вазодилата-
торный, антигипертензивный и антиагрегационный 
эффекты в живых организмах [11].

Целью настоящего исследования является изуче-
ние действия циклических гидроксамовых кислот 
(ЦГК) I–VI на функцию ферментов Са2+-АТФазы 
саркоплазаматического ретикулума (Са2+-АТФазы 
СР) и ФДЭ цГМФ.

Материалы и методы
В работе использовали альбумин человека, ими-

дазол, цГМФ, нуклеотидазу, аденозинтрифосфат 
(АТФ) (Sigma, Япония), гистидин, этилендиамин-
тетрауксусную кислоту, трихлоруксусную кислоту, 
сахарозу, соли MgCl

2
, NaCl, KCl, CaCl

2
, оксалат на-

трия, молибдат аммония (MoNH
4
) («Реахим», Рос-

сия) пос ле соответствующей дополнительной очист-
ки. Фермент Са2+-АТФазу СР выделяли из белых 
мышц задних конечностей кроликов по методу [12], 
поскольку белые волокна отличаются высокой ак-
тивностью фосфорилазы, альдолазы, пируваткиназы, 
лактатдегидрогеназы, глицерофосфатдегидрогеназы 
и Са2+-АТФазы СР.

Гидролитическую активность Са2+-АТФазы из-
меряли по методу [12]. Реакционная среда содержала 
4 мМ MgCl

2
, 2,5 мМ имидазола, 100 мМ NaCl, 5 мМ 

оксалата натрия, 0,04 мг альбумина и 2 мМ АТФ, рН 7,2. 
Реакцию инициировали добавлением 0,1 мМ CaCl

2
. 

Активность Са2+-АТФазы определяли по изменению 
рН среды. В результате указанной реакции соот-
ношение протонов и фосфат-ионов составляет 1:1. 
Гидролитическую активность Са2+-АТФазы рассчи-
тывали из тангенса угла наклона касательной к на-
чальному участку кривой, описывающей кинетику 
накопления фосфат-ионов в результате гидролиза 
АТФ. Об активном транспорте ионов Ca2+ судили 
по времени их полного поглощения везикулами СР, 
что приводит к прекращению реакции гидролиза 
АТФ. Изменение гидролитической и транспортной 

функций Са2+-АТФазы под действием ЦГК изучали 
в зависимости от концентрации соединений.

Относительную активность фермента рассчиты-
вали по формуле:

I = 100 (А
0
 – А) / А

0
,

где I – относительная активность; А
0 
– удельное содер-

жание фосфат-ионов в контрольной пробе; А – удель-
ное содержание фосфат-ионов в опытной пробе.

Фермент ФДЭ цГМФ выделяли из коры голов-
ного мозга крыс линии «Вистар» [13].

Активность ФДЭ цГМФ определяли спектроско-
пическим методом при λ = 735 нм с использованием 
спектрофотометра «Specord M-40» (Carl Zeiss Jena, 
Германия) по количеству образовавшегося в процессе 
ферментативной реакции гуанозинмонофосфата 
(ГМФ), которое равно количеству фосфат-ионов, выде-
лившихся из ГМФ при добавлении нуклеотидазы [13].

Соединения:
ЦГК-I (1-гидрокси-3-изопропил-7,7,9,9-тетра-

метил-1,4,8-триазаспиро [4.5] декан-2-он),
ЦГК-II (1-гидрокси-3-изобутил-7,7,9,9-тетраме-

тил-1,4,8-триазаспиро [4.5] декан-2-он),
ЦГК-III (1-гидрокси-3-бензил-7,7,9,9-тетраме-

тил-1,4,8-триазаспиро [4.5] декан-2-он),
ЦГК-IV (1-гидрокси-3-изопропил-8-метил-

1,4,8- триазаспиро [4.5] декан-2-он),
ЦГК-V (1-гидрокси-3-изобутил-8-метил-1,4,8- 

триазаспиро [4.5] декан-2-он)
ЦГК-VI (1-гидрокси-3-бензил-8-метил-1,4,8- 

триазаспиро [4.5] декан-2-он)
получены по методике, аналогичной таковой, упо-
мянутой в работах [14, 15], по синтезу ЦГК на осно-
ве глицина (R = H) и DL-аланина (R = CH

3
). Струк-

туры соединений ЦГК I–VI приведены на рис. 1.

Результаты и обсуждение
Действие соединений ЦГК I–VI на гидролити-

ческую и транспортную функции фермента Ca2+- 
АТФазы СР исследовалось после 5 мин преинкуба-
ции препарата с ферментом. Растворы соединений 
готовили непосредственно перед добавлением в ре-
акционную среду.

Как видно в табл. 1, соединения ЦГК-I, ЦГК-II, 
ЦГК-III, ЦГК-IV, ЦГК-V, ЦГК-VI в 0,1 мМ концен-
трации на 40 ± 4; 50 ± 5; 53 ± 5; 0; 70 ± 7; 75 ± 7 % 
тормозят транспортную функцию Са2+-АТФазы СР 
и на 20 ± 2; 0; 0; 11± 1; 45 ± 5 и 77 ± 5 % ингибируют 
гидролиз АТФ соответственно. Они преимуществен-
но тормозят активный транспорт ионов Са2+ через 
мембрану СР, разобщая гидролитическую и транс-
портную функции фермента.

Теоретическое соотношение [Са2+]/ [АТФ] (удель-
ной скорости транспорта Са2+ и удельной скорости 
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гидролиза АТФ) равно 2, что соответствует переносу 
2 ионов Са2+ через мембрану СР при гидролизе 1 мо-
лекулы АТФ. В наших экспериментах это соотношение 
в норме равно 1,45. Разобщение гидролитической 
и транспортной функций Са2+-АТФазы СР при дей-
ствии исследуемых ЦГК показывает, что при гидро-
лизе 1 молекулы АТФ в везикулы СР переносится мень-
шее количество ионов Са2+, чем в норме (табл. 1, 2). 
Возникающее при этом изменение соотношения 
вне- и внутриклеточных ионов Са2+, безусловно, 
вызывает нарушение агрегации тром боцитов, их связи 
с метастазирующими клетками и в конечном итоге 
предотвращает агрегацию последних к стенкам со-
судов [10]. Так, ранее на примере металлокомплек-
сов Pt (IV), Pd (II) [6] и ЦГК на основе глицина 
и DL-аланина было показано, что существует четкая 
корреляция индекса ингибирования метастазов мела-
номы В16 в опытах in vivo с коэффициентом транс-

мембранного переноса ионов Са2+ в везикулы СР [6, 7]. 
Поэтому можно полагать, что соединения ЦГК-I 
(на основе DL-валина), ЦГК-II, ЦГК-III, ЦГК-V 
(на основе DL-лейцина) и ЦГК-VI (на основе DL-
фенил ала ни на) являются потенциальными препара-
тами антиметастатического действия.

Углубленное изучение одного из наиболее актив-
ных препаратов данного класса, ЦГК-V, показало, что 
ЦГК-V является обратимым ингибитором функции 
Ca2+-АТФазы СР, так как гидролитическая и транс-
портная функции фермента после диализа в 100-кратном 
объеме инкубационной среды в течение 24 ч при 3 °С 
в значительной степени восстанавливаются (табл. 3).

Константу ингибирования (К
i
) под влиянием 

ЦГК-V (рис. 2) рассчитывали, используя численные 
значения максимальных скоростей процесса гидро-
лиза АТФ. Как видно из рис. 2, ЦГК-V неконкурентно 
тормозит гидролитическую функцию Са2+-АТФазы 

таблица 1. Влияние циклических гидроксамовых кислот на активность Ca2+-АТФазы саркоплазаматического ретикулума

индекс 
кислоты

торможение активности Са2+-атФазы Ср ( % от контроля)
в зависимости от концентрации кислоты в пробах, мм

0,1 мм 0,01 мм 0,001 мм

активный транспорт Са2+ Гидролиз атФ активный транспорт Са2+ Гидролиз атФ активный транспорт Са2+ Гидролиз атФ

ЦГК-I 40 ± 4* 20 ± 2 20 ± 2* 10 ± 1 0 0

ЦГК-II 50 ± 5* 0 29 ± 3* 0 11 ± 1 0

ЦГК-III 53 ± 5* 0 46 ± 5* 0 34 ± 3* 0

ЦГК-IV 0 11 ± 1 0 0 0 0

ЦГК-V 70 ± 8* 45 ± 5 47 ± 5* 23 ± 2 33  ± 3 20 ± 2

ЦГК-VI 75 ± 7* 47 ± 5 60 ± 6* 27 ± 3 38 ± 4* 25 ± 2

Примечание. Даны среднеквадратичные ошибки результатов (6–9 опытов). *р < 0,01 активного транспорта Са2+-АТФазы саркоплаз-
матического ретикулума (СР) по сравнению с гидролизом аденозинтрифосфата (АТФ).   

 

N

N
H

NH

CH3
CH3

CH3

CH3

O

R

OH

12
3 4 5

6 7
8
910

 

N

N
H

N

O

R
CH3

OH 

N

N
H

NH

CH3
CH3

CH3

CH3

O

R

OH

12
3 4 5

6 7
8
910

 

N

N
H

N

O

R
CH3

OH

R = CH (CH3)2 (ЦГК-I)

R = СН2CH(CH3)2 (ЦГК-II)

R = СН2C6H5 (ЦГК-III)

R = CH (CH3)2 (ЦГК-IV)

R = СН2CH(CH3)2 (ЦГК-V)

R = СН2C6H5 (ЦГК-VI) 

а б

рис. 1. Молекулярная структура циклических гидроксамовых кислот (ЦГК): а – ЦГК I–III; б – ЦГК IV–VI
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рис. 2. Зависимость скорости гидролиза АТФ Са2+-АТФазой саркоплазматического ретикулума от различных концентраций субстрата (1,0; 
0,8; 0,6; 0,4 мМ) в координатах Лайнуивера – Берка: 1 – без ЦГК-V; 2 – с ЦГК-V в концентрации 0,1 мМ

таблица 2. Влияние циклических гидроксамовых кислот на соотношение [Са2+]/ [АТФ]

индекс 
 кислоты

концентрация кислоты, мм

0,1 0,01 0,001 0,1 0,01 0,001 0,1 0,01 0,001

Гидролиз атФ [р
i
]/мг белка, мин активный транспорт Ca2+ [Ca2+]/мг белка, мин отношение [Са2+]/ [атФ] 

ЦГК-I 0,59 0,64 1,2 0,69 0,74 1,7 1,17 1,2 1,42

ЦГК-II 1,2 1,2 1,2 0,88 1,33 1,7 0,73 1,1 1,42

ЦГК-III 1,2 1,2 1,2 0,83 0,98 1,38 0,69 0,82 1,15

ЦГК-IV 1,2 1,25 1,2 1,8 1,74 1,7 1,5 1,4 1,42

ЦГК-V 1,78 1,5 1,3 0,69 1,0 1,23 0,4 0,66 0,95

ЦГК-VI 2,34 2,1 3,0 0,85 1,11 1,7 0,36 0,53 0,6

Примечание. Отношение [Са2+]/ [АТФ] в контроле составляет 1,45, n = 6 (число опытов с каждой кислотой).

таблица 3. Влияние ЦГК-V на гидролитическую и транспортную функции Са2+-АТФазы саркоплазматического ретикулума до и после 
диализа

индекс кислоты

торможение активности Са2+-атФазы Ср (% от контроля) 

до диализа После диализа

активный транспорт Са2+ Гидролиз атФ активный транспорт Са2+ Гидролиз атФ

ЦГК-V 75 ± 8* 45 ± 5* 15 ± 3* 0

Примечание. В диализуемые пробы добавляем 0,1 мМ ЦГК-V. Приведены процентные значения 4 опытов по торможению активности 
Са2+-АТФазы СР с препаратом ЦГК-V (М ± m) %. *р < 0,01 по сравнению с контролем (не содержащим проб кислот).
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Оригинальные статьи

СР с К
i
 = 0,04 мМ. Это свидетельствует о том, что ЦГК-V 

не связывается с активным центром фермента [16].
Как показали исследования, все изученные на-

ми ЦГК (I–VI) менее чем на 26 ± 2 % тормозят ги-
дролитическую функцию фермента ФДЭ цГМФ 
(табл. 4). Этот результат предполагает отсутствие 
их антиагрегационного, вазодилататорного и анти-
гипертензивного действия [11].

Заключение
Полученные данные по влиянию ЦГК I–VI 

на функцию Са2+-АТФазы СР позволяют прогнози-
ровать антиметастатическую активность ЦГК-II, 
ЦГК-III, ЦГК-V, ЦГК-VI и рекомендовать их для 
углубленного изучения на животных в качестве перс-
пективных лекарственных препаратов антиметастати-
ческого действия. Полученные данные также показали, 
что изученные ЦГК слабо влияют на функцию ФДЭ 
цГМФ и не могут рассматриваться в качестве препа-
ратов антиагрегационного, антигипертензивного и ва-
зодилататорного действия.

Работа частично финансирована РФФИ (проект 
№ 13-03-01142).

таблица 4. Влияние циклических гидроксамовых кислот на актив-
ность фосфодиэстеразы циклического гуанозинмонофосфата

индекс 
кислоты

торможение активности Фдэ цГмФ  
(% от контроля) 

концентрация кислоты, м

0,1 0,01 0,001

ЦГК-I 26 ± 3* 14 ± 2* 0

ЦГК-II 15 ± 2* 8 ± 1 0

ЦГК-III 8 ± 1 5 ± 0,5 0

ЦГК-IV 15 ± 2* 14 ± 1* 0

ЦГК-V 19 ± 2* 16 ± 2* 13 ± 1

ЦГК-VI 16 ± 2* 14 ± 1* 8 ± 1

Примечание. Приведены процентные значения 6 опытов по тор-
можению активности фосфодиэстеразы (ФДЭ) циклического 
гуанозинмонофосфата (цГМФ) с каждой кислотой (M ± m) %.  
*р < 0,01 по сравнению с контролем, не содержащим проб кислот. 
В качестве контроля принимали 100 % активность фермента 
без добавления изучаемой кислоты.
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